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MOYENS POUR LA REGULATION DE 
LA DIFFERENCIATION HEMATOPOIETIOUE 

La presente invention est, de maniere generate, relative a des moyens 
permettant la regulation de la differenciation de cellules hematopoi'etiqiies. 
De maniere remarquable, les moyens de regulation selon 1'invention 
s f appliquent a la differenciation de cellules dont la differenciation ne 
correspond plus a un profil normal et notamment a des cellules dont la 
differenciation est bloquee (cellules leucemiques, et en particulier blastes de 
leucemies aigues myeloblastiques). Selon un autre aspect remarquable, les 
moyens de regulation selon 1'invention s'appliquent egalement a la 
differenciation de cellules hematopoietiques. Les moyens de regulation selon 
1'invention permettent en effet d'induire oti stimuler la differenciation de 
cellules leucemiques, et de blastes LAM en particulier, ainsi que celle de 
cellules souches selon la voie granulocytaire tout comme selon la voie 
monocytaire. 

Differents types de leucemies peuvent etre identifies : les leucemies 
lymphoblastiques, qui comprennent notamment les leucemies aigues 
lymphoblastiques (LAL) ou lymphomes, et les leucemies myeloblastiques 
qui comprennent notamment les leucemies aigues myeloblastiques (LAM). 
Les LAM represented environ la moitie des leucemies, soit environ 1000 
nouveaux cas par an en France et 6500 aux USA, avec une incidence qui 
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croit exponentiellement au-dela de 40 ans. Les LAM correspondent a un 
blocage de la differenciation des cellules myeloi'des a un stade immature, et 
se manifestent par 1'envahissement de la moelle osseuse et du sang circulant 
par des cellules blastiques, dont les caracteristiques cytologiqu.es definissent 
les differents sous-types de LAM classes MI a M7 (classification Francaise- 
Americaine-Britanriiqiie FAB), les plus frequents etant les types MI a M5 
(cf. figure 1A). 

Malgre des avancees theiapeutiqu.es spectaculaires au cours de ces demieres 
annees, les LAM restent une pathologie grave puisque la premiere 
remission, bien qu'etant inductible dans 70% des cas, n'excede souvent pas 
la duree d'un an, et que 60% des patients rechutent dans les 5 ans. Les 
traitements des LAM en rechute, qui font iargement appel a la greffe de 
moelle osseuse, connaissent d'importantes limitations en raison de la rarete 
des donneurs apparentes, et d'une limite d'age de 45 ans. 
Recemment, l'induction de la differenciation des blastes leucemiques en 
granulocytes matures par l'administration d'acide retinoique (AR, ou acide 
tout-rra«^retinoique ATRA) a spectaculairement ameliore- 1'evolution 
clinique des patients atteints de LAM M3, dont le taux de guerison atteint 
actuellement 70% a 5 ans. Ce traitement differenciateur n'est toutefois 
applicable qu'aux patients atteints de LAM de sous-type M3, un sous-type 
rare qui ne represente que 1 0% des LAM environ, et pose des problemes de 
resistance in vivo. Ce traitement reste de plus inefflcace pour les autres 
types de LAM. 

La presente invention fournit quant a elle des moyens de regulation de la 
differenciation de cellules hematopoietiques qui, de maniere particulierement 
remarquable, peuvent etre appliques aux cas de cellules dont la 
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differentiation est bloquee, telles que des cellules leucemiques, et, de 
rnaniere remarquable, des blastes LAM. Les moyens de regulation selon 
l'invention permettent en effet d'induire ou stimuler la differentiation de 
cellules leucemiques, et notamment de cellules LAM, et sont, de mam' ere 
remarquable : 

- efficaces sur des blastes leucemiques directement issus de patients 
(blastes LAM notamment) : ils sont en effet efficaces non pas simplement 
contre des lignees cellulaires modeles, c'est-a-dire des lignees d'etude 
concnes de maniere a pouvoir auto-proliferer aisement in vitro, mais de 
maniere remarquable, sont efficaces contre des cellules leucemiques 
directement issues de patients, c'est-a-dire des cellules qui sont peu on pas 
capables de se diviser in vitro, et dont la survie dans de telles cultures est 
Iimitee dans le temps (moins d'tme semaine en general), et 

- efficaces contre non pas un seul mais phisieurs sous-types de LAM : 
ils permettent notamment d'induire la differentiation de blastes LAM Ml/2, 
M3, M4, M5, qui sont les sous-types les plus frequents. II n'est de plus pas 
exclu qu'ils pmssent etre utilises contre les sous-types moins "frequents de 
LAM, et les LAM6 et/ou LAM7 en particulier. 

Les moyens de regulation selon l'invention sont done efficaces contre 
differents sous-types de LAM, y compris contre les sous-types pour lesquels 
aucun traitement differenciateur efficace n'avait encore pu etre realise (sous- 
types Ml/2, M4, M5). En effet, ils permettent non seulement d'induire la 
differentiation selon la voie granulocytaire de blastes bloques au stade M3, 
mais permettent egalement 1) de stimuler la differentiation selon les voies 
granulocytaire et monocytaire de blastes bloques a un stade tres immature 
(stade M1/M2) et de blastes bloques au stade M4, et 2) d'induire la 
differentiation selon la voie monocytaire de blastes bloques au stade M5. 
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Avantageusement, les moyens de regulation selon 1'invendon permettent non 
seulement d'mduire ou stimuler la differenciation de cellules leucemiques 
directement issues de patients, et de cellules LAM en particulier, mais 
peuvent egalement etre utilises pour inliiber la proliferation in vivo de telles 
cellules leucemiques. 

Les moyens selon i'invention sont egalement efficaces ponr reguler la 
differenciation de cellules hematopoietiques normales tres immatiires (non 
completement differenciees), et notamment celle de cellules souches ne 
presentant aucun antigene de differenciation telles que des cellules 
hematopoietiques normales CD 14" CD1 5" (cellules CD34", voire CD34"). Es 
permettent leur differenciation non seulement selon la voie monocytaire, 
mais aussi selon la voie granulocytaire, et sont efficaces sur des cellules 
issues de patients, et egalement in vivo. 

Les moyens de regulation selon I'invention presentent egalement l'interet de 
n'etre que peu ou pas susceptibles de toxicite pour le patient, jusqu'a des 
doses de plusietirs mg, ce qui constitue un grand avantage pour le patient, et 
ce qui permet 1'utilisarion du prodmt a des doses efficaces. 
La presente invention vise ainsi un medicament destine a induire ou stimuler 
la differenciation de cellules choisies parrm le groupe constitue par des 
cellules leucemiques et des cellules souches CD14" CD15", caracterise en ce 
qu'il comprend au moins un polymere comprenant une quantite efficace 
d'unites disaccharidiques composees chacune d'une molecule a structure de 
N-acetyl-D-glucosamine liee par liaison 0-glucosidique [31,4 a une molecule 
a structure d'acide glucuronique, ainsi que l'utilisation d'un tel polymere pour 
la fabrication d'un medicament destine a induire ou stimuler la 
differenciation de telles cellules. Une representation d'une telle unite 
disaccharidique est donnee a la figure IB. II peut etre note que le terme 
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"poiymere" couvre, dans la presente demande, aussi bien des oligomeres que 
des polymeres, et que Ies termes " medicament " et traitement " couvrent, 
dans la presente demande, toute forme de contrdie d'un etat considere 
patliologique ou inapproprie, y compris la therapie, la prevention de 
5 1'aggravation de 1'etat pathologiqiie, la palliation ou I'adoucissement des 
conditions de vie du patient. Avantageusement, rutilisation dudit poiymere 
selon rinvention permet la fabrication d 1 un medicament qui outre ses 
capacites a induire ou stimuler ia differenciation de cellules Ieucemiques, 
peut etre utilise pour inhiber la proliferation de telles cellules Ieucemiques. 
Par "quantite efEcace", est entendu, dans la presente demande, un nombre 
d'unites disaccharidiques permettant au poiymere resultant d'induire ou 
stimuler la differenciation des cellules Ieucemiques visees de maniere 
significative. Des exemples de moyens permettant de tester si un poiymere 
contient un nombre approprie d'unites disaccharidiques comprennent la mise 
m en contact de ce poiymere avec les cellules Ieucemiques visees, et 
notamment avec de telles cellules prelevees sur des hurnains, sous 
conditions physiologiques. Des exemples de telles mises en -contact sont 
connus de I'liomme du metier, certains en sont donnes dans la partie 
"exemples" ci-dessous. Brievement, par conditions physiologiques, nous 
entendons, dans la presente demande, des conditions in vivo, ou bien des 
conditions in vitro mimant au mieux le in vivo (dans le cas d'un medicament 
destine a lliomme, par exemple : miheu permettant la culture des cellules 
Ieucemiques visees tel que RPJVfl 1640/10% serum (serum de veau foetal 
SVF ou serum autologue), temperature adaptee aux cultures cellulaires 
considerees, c'est-a-dire comnunement de l'ordre de 37°C environ, 
atmosphere saturee en hurmdite et contenant air et C0 2 en proportions 
adaptees aux cultures cellulaires considerees). Par cellules Ieucemiques 
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prelevees sur des humains, nous entendons, dans la presente demande, des 
cellules fraichement prelevees, et/ou des cellules ayant ete conservees par 
congelation apres prelevement. De telles cellules ieucemiques peuvent etre 
notamment obtenues par prelevement sanguin ou par prelevement de cellules 
de la moelle osseuse, puis par recuperation des globules blancs, avec 
eventuellement elnnination des lymphocytes. Par cellules souches CD 14" 
CD 15", on entend en particulier des cellules hematopoietiques normales 
capables de progenie et d'auto-replication, et qui ne presentent aucim 
antigene de differenciation telles que CD 14, CD 15, c'est-a-dire des cellules 
souches CD 14", CD 15" qui sont CD34" voire CD34". 

Avantageusement, une quantite efficace desdites unites saccharidiques seion 
rinvention correspond a un nombre d'unites disaccharidiques superieur ou 
egal a 3 environ. En dessous de 3 unites, I'efficacite de rutilisation selon 
rinvention apparait en effet beaucoup moins rentable industriellement. Un 
polymere repondant a de telles caracteristiques correspond notamment a de 
1'acide hyaiuronique (AH), grosse molecule a 2500-5000 unites 
disaccharidiques (formule GlcAU(P 1 -3)-[GlcNAc(P 1 -4)GlcAU({5 1 -3)] n - 
GlcNAc), ou a un fragment d'AH comprenant au moins trois unites 
disaccharidiques (a partir de AH-6). Preferentiellement, ladite quantite 
efflcace correspond a un nombre d'unites disaccharidiques compris entre 3 et 
10 environ (bomes incluses). Une utihsation preferee selon rinvention 
comprend done l'utilisation pour la fabrication dudit medicament de 
fragments d'AH a au moins 3, et a au plus 10 environ unites disaccharidiques 
environ (de AH-6 a AH-20 environ) : AH-6 et/ou AH- 12, par exemple. 
Selon les effets recherches, on dispose egaiement de produits d'interet parmi 
les polymeres comprenant plus de 10 desdites unites disaccharidiques. 
Notamment, les polymeres presentant de 10 a environ 100 unites 
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disaccharidiques sont egaiement efficaces. L'utilisation de fragments 
presentant un petit nombre d'iraites disaccharidiques est preferee pour de 
simples raisons de facilite de production. LTiomme du metier pourra 
optirniser le choix d'un nombre d'unites disaccharidiques et le choix de 
quantites efficaces. 

L'homme du metier dispose de piusieurs sources d'un polymere approprie a 
une utilisation selon i'invention : il peut par exemple etre extrait de sources 
naturelles (pour AH : cordon ombilical humain, strep tocoque, crete de coq, 
notamment), et eventuellement soumis a ime digestion enzymatique {cf. 
partie "exemples" ci-dessous, digestion de AH par hyaluronidase), et/ou 
directement achete aupres de fournisseurs tels que ICN Pharmaceuticals, 
Sigma (AH, fragments d'AH, par exemple). Ledit polymere peut egaiement 
etre utilise a Fetat de sel, tel que du hyaluronate de sodium ou de potassium 
sous forme de poudre, ou dissout en solution saline. Un tel polymere peut 
egaiement presenter des modifications chimiques, de maniere notamment a 
moduler la specificite dudit polymere vis-a-vis des cellules leucemiques 
cibles (cellules LAM en particulier), a moduler sa duree de vie et/ou sa 
biodispombilite. 

Une utilisation selon Finvention peut notamment comprendre une utilisation 
dudit polymere pour la fabrication d'un medicament dont la dose unitaire est 
comprise entre 1 et 10 mg/kg environ, avantageusement entre 2 et 5 rag/kg 
environ, notamment de 1'ordre de 3 mg/kg environ. Cette dose peut etre 
augmentee ou diminuee (dose unitaire) et/ou repetee (dans le temps) pour 
optirniser Fefficacite du prodmt. Le polymere utilise selon Finvention n'etant 
pas a priori toxique, sa posologie peut en effet etre adaptee au patient 
considere, en fonction par exemple des resultats de suivi de la maladie. 
L'invention fournit, a ce titre, une methode in vitro qui permet de predire, 
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pom un patient donne, l'efficacite therapeutique, en particiilier anti- 
leucemique, d'un medicament obtenu par ime utilisation selon 1'invention. La 
methode in viiro de prediction selon 1'invention comprend notamment : 

- la mise en contact, en conditions physiologiques (par exemple, 37°C 
environ, milieu adapte a la culture cellulaire visee tel que RPMI 1640/10% 
serum (serum de veau foetal SVF ou serum autologue), atmosphere saturee 
en humidite et contenant air et C0 2 en proportions adaptees), du 
medicament teste avec des cellules caracteristiques de l'etat pathologique ou 
inapproprie considere, issues du patient donne, et dans le cas d'un patient 
leucemiqne, avec des blastes leucemiques issus dudit patient, 

- l'observation in vitro de 1'existence ou de 1'absence significative de 
l'effet therapeutique desire par rapport au temoin negatif, et dans le cas d'un 
patient leucemique, l'observation de 1'existence ou de 1'absence d'au moins 
un effet differenciateur significatif sur lesdites cellules par rapport au temoin 
negatif (cf. ci-dessous et dans la partie "exemples" pour des illustrations de 
tels effets), 

- la prediction d'une bonne efficacite dierapeutique (en particiilier anti- 
leucemique) in vivo du medicament teste pour le patient considere dans le 
cas oil ledit lesdits effet(s) therapeutique(s), en particulier differenciateur(s), 
est (sont) observes comme etant present in vitro. 

Un modele experimental animal peut egalement etre utilise. 
De telles methodes de prediction selon 1'invention constituent un bon outil 
pour adapter la posologie d'adrriinistration (dose unitaire, frequence) d'un 
medicament selon 1 'invention. 

Selon un mode variant de realisation, une utilisation selon 1'invention peut 
comprendre 1'utilisation d'un agent rnimetique dudit polymere (mimetiqiie de 
I'acide hyaluronique ou d'un fragment de cet acide notamment), et d'un agent 
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agoniste en particulier, tel qu'obtenu par criblage dans line banque chimique 
et/ou biologiqiie. Des moyens de realiser de tels criblages ou selections sont 
connus de riiomme du metier : ils peuvent etre notamment realisees par 
criblages fonctionnels et/ou differentiels, par cytometric de flux par exempie 
(selection de composes capables de se lier aux memes cibles cellulaires que 
ledit polymere, et a CD44 notamment, et capables de produire au moins un 
effet differenciateur et/ou anti-proliferatif equivalent tout au moins en 
nature). Un tel agent rnimetique ou agoniste peut etre utilise, selon 
1'invention, en alternative de rutilisation dudit polymere ci-dessus presentee, 
ou bien en complement de cette utilisation. Sont avantageusement utilises 
ceux de ces mimetiques ou agonistes qui ne sont pas toxiques pour 1'homme, 
et/ou qui ne sont pas susceptibles d'induire des reactions antigeniques 
inappropriees. Ainsi, si la banque criblee est une banque d'anticorps 
(monoclonaux notamment), on pourra avantageusement choisir, pour la 
fabrication dudit medicament, des anticorps (monoclonaux) humains ou 
humanises (cf. exemples). 

Une utilisation selon 1'invention peut egalement comprendre," outre ledit 
polymere ou rnimetique, d'autres agents actifs pour 1'induction et/ou la 
stimulation de la differentiation de cellules hematopoietiques, et/ou de 
cellules leucemiques, et/ou de cellules LAM en particulier, tels que par 
exempie des cytokines. Ces autres agents actifs peuvent etre incorpores 
audit medicament, ou etre administres parallelement a ce medicament et 
presenter sous forme de kit comprenant d'une part ces autres agents, et 
d'autre part ledit polymere. Ledit polymere ou rnimetique est done, dans Ie 
medicament selon 1'invention, un agent actif qui peut etre utilise a titre de co- 
agent actif 
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Ladite utilisation peut egalement comprendre, outre l'utilisation dudit 
polymere ou mimetique, l'litilisation d'un compose adjuvant capable de 
stimuier la liaison dudit polymere a sa cible cellulaire, tel qu'iirt anticorps 
anti-CD44 capable de stimuier une telle liaison, ou iin fragment (Fab, 
(Fab') 2 , Fv, CDR) d'un tel anticorps. II peut etre a ce sujet souligne que tout 
produit en general, et anticorps en particulier, considere comne activateur 
d'une cible cellulaire telle que CD44 ne consume pas obligatoirement un 
produit a activite differenciatrice et/ou anti-pro liferative par liaison a sa cible 
et a CD44 en particulier, et que tous les produits (anticorps notamment) 
consideres comme differenciateurs et/ou anti-proliferatifs par liaison a une 
cible cellulaire telle que CD44 ne constituent pas necessairement un produit 
capable de stimuier la liaison dudit polymere ou inimetique a cette cible : 
certains anticorps differenciateurs anti-CD44 s'opposent a, et mhibent la 
liaison de AH a CD44 (cf. partie "exemples"). Lhomme du metier dispose 
neanmoins de moyens (cytometric en flux par exemple) permettant de 
determiner si un compose est ou non capable de stimuier, de maniere 
satisfaisante pour les applications visees, la liaison dudit polymere ou 
mimetique a sa cible cellulaire, et a CD44 en particulier. 
Une utilisation dudit polymere selon l'invention permet la fabrication dudit 
medicament sous toute formulation galenique adaptee a radmimstration 
souhaitee, et notamment sous forme de comprimes, granules, capsules, 
forme pulverulente, suspension, solution buvable, solution injectable, patch. 
Cette adaptability technique constitue un avantage notable de l'utilisation 
selon l'invention. Une utilisation dudit polymere selon 1'mvention permet la 
realisation de solution, et notamment de solution saline. De telles 
fabrications sont realisees sous des conditions adaptees aux proprietes 
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physico-chimiqiies du polymere on mmietique utilise, et notamment a des 
conditions de pH, concentrations qui Im sont adaptees. 
Une utilisation selon I'invention peut comprendre, outre 1'utilisation dudit 
polymere ou mimetique, 1'utilisation de tout compose ou excipient adapte a 
la formulation galenique souhaitee, et notamment tout vehicule 
pharmaceutiquement inerte approprie. Une solution injectable, notamment 
par voie intraveineuse, apparait etre une formulation d'interet aisement 
realisable, ledit poiymere etant facilement soluble en solution saline 
equilibree. Cette solubilite represente un avantage par rapport a 1'ATRA, 
qui n'est pas soluble en solution saline. 

Avantageusement, une utilisation selon I'invention conduit a un medicament 
dont la mise en contact, en conditions physioiogiques, avec un nombre 
statistiquement representatif d'echantillons de cellules leucemiques (blastes) 
prelevees sur des humains se traduit, au niveau desdites cellules, par au 
moins un effet differenciateur significant tel que 1'induction ou la stimulation 
d'une reduction du nitro-bieu de tetrazolium, et/ou une expression accrue 
d'antigenes specifiques de cellules hematopoietiques en maturation telles que 
CD 14 (voie monocytaire) ou CD 15 (voie granulocytaire), et/ou 1'induction 
ou la stimulation de caracteristiques cytoiogiques specifiques de cellules 
hematopoietiques en maturation (telles que diminution du rapport 
noyau/cytoplasme, diminution du nombre de nucleoles, condensation de la 
chromatine, segmentation du noyau, nombre restreint de granulations 
aziirophiles, contours cytoplasmiques devenant irreguliers). D'autres effets 
differenciateurs significatifs comprennent un evenement moleculaire 
marqueur d'une differenciation hematopoietique tel que degradation de 
I'oncoproteine PML-RARa, et/ou une induction on une stimulation de 
phosphorylations de tyrosines intraceilulaires, et/ou une induction ou une 
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stimulation d'au mouis un messager de facteur de differenciation tel qu'une 
cytokine differenciatnce (par exemple, G-CSF, M-CSF). De oianiere 
avantageuse, la mise en contact en conditions piiysiologiques d'xm 
medicament selon l'invention avec un nombre statistiquement representatif 
d'echantillons de cellules leucemiques (blastes) prelevees sur des humains se 
traduit, en outre, au niveau desdites cellules, par une inhibition significative 
de leur proliferation. Des moyens pour realiser de telles mises en contact, 
de telles conditions piiysiologiques, et de telles cellules leucemiques sont 
connus de rhomrne du metier, des exemples ont ete donnes ci-dessus et sont 
plus avant presentes dans la partie "exemples" ci-dessous. Par nombre 
statistiquement representatif d'echantillons, nous entendons, dans la presente 
demande, un nombre d'echantillons permettant une analyse statistique 
valable des resultats, et notamment un nombre superieur a environ 10 
echantillons, par exemple de l'ordre de 20-30 echantillons environ. Par effet 
significatif, nous entendons un effet moyen statistiquement significatif par 
rapport aux temoins negatifs : par exemple, un effet qui ne soit pas 
sigmflcatfvement observe, en moyenne, dans les temoins negatifs, et qui soit 
significativement observe, en moyenne, dans au mouis 75 % environ des 
echantillons de test. 

Le role dudit polymere contenu dans le medicament selon rinvention est un 
role direct. Ledit polymere agit en effet par liaison a une molecule a la 
surface desdites cellules, qui agit alors comme im recepteur transducteur 
d'un signal pro-differenciateur et/ou anti-proliferatif. Ledit polymere est 
capable de presenter cette activite en 1'absence de tout autre produit 
differenciateur. II est par exemple capable d'exercer son action 
differenciatrice in vitro dans im milieu a base de senim (serum de veau 
foetal (SVF) ou seram autologue) sans adjonction de cytokine. En presence 
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de cellules hematopoi'etiques normaies, telles que des cellules CD34 + 
progenitrices, il est capable d'exercer son action differenciatrice in vitro 
dans un milieu sans serum. Des moyens d'observer de telles capacites sont 
connus de rhomme du metier. Des exemples en sont donnes dans la partie 
"exemples" ci-dessous. 

Cette activite dudit polymere sur les cellules hematopoietiques s'exerce 
notamment par activation du recepteur CD44. II n'est pas exclu qu'elle 
puisse s'exercer (de maniere independante on conjointe) par 1'intermediaire 
de tout autre recepteur membranaire capable de fixer ledit polymere (AH, 
fragment d'AH, par exemple) et d'induire tin signal differenciateur a la 
cellule exprimant ce recepteur. Un tel recepteur candidat peut etre 
avantageusement choisi parmi les molecules de la famille des hyaladherines 
(RHAMM, liyaluronectine). L'homme du metier dispose de nombreux 
moyens permettant de tester si un recepteur candidat peut etre reconnu par 
ledit polymere, et si ce recepteur transduit alors un signal de differenciation 
cellulaire. De tels moyens comprennent notamment : 

i. la recherche, a 1'aide de techniques de cytometrie en flux, par 
exemple, d'une liaison dudit polymere (AH et/ou fragments d'AH a au moins 
3 unites disaccharidiques, notamment) a des cellules exprimant ledit 
recepteur candidat et d'une absence de liaison de ce(s) meme(s) polymere(s) 
a ces memes cellules lorsque 1'acces audit recepteur candidat est 
specifiqiiement bloque, et/ou 

ii. la recherche d'au moins un effet differenciateur sur des cellules 
exprimant le recepteur candidat mises en presence dudit polymere (AH et/ou 
fragments d'AH a au moins 3 unites disaccharidiques, notamment), par 
comparaison avec le meme type de cellules placees dans des conditions 
equivalentes mais en 1'absence de ce(s) meme(s) pol\Tnere(s). Des exemples 
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de tels effets differenciateurs et/ou anti-proiiferatifs peuvent etre notamment 
tro uves ci-dessous dans la partie "exemples". 

Afin, en revanche, d'eviter I'eventueile liaison mappropnee dudit polymere a 
des molecules a la surface de cellules non visees, par exemple I'eventueile 
liaison dudit polymere (AH et/ou fragments) au recepteur ICAM1 au mveau 
des smus hepatiques, une utilisation selon l'invention peut en outre 
comprendre rutilisation de composes bloquant lesdites molecules non visees, 
par exemple, des composes anti-ICAMl bloquant la liaison dudit polymere a 
ICAM1, tels que des anticorps monoclonaux anti-ICAMl, on de la 
chondroitme sulfate qui en se liant a ICAM1 bloque Faccessibilite de 
ICAM1 a AH. Selon un autre mode de realisation de l'invention, il peut etre 
en outre utilise un compose capable de prevenir la liaison a ime cible 
cellulaire mappropnee dudit polymere ou molecule mimetique. Des 
exemples de tels composes comprennent des anticorps monoclonaux anti- 
ICAMl, ou un fragment (Fab, (Fab') 2 Fv, CDR) de tels anticorps. 
Selon une disposition avantageuse de l'invention, lesdites cellules 
leucemiques sont des cellules de leucemie myeloblastiques (blastes), et des 
cellules de leucemie aigue myeloblastique en particulier. II peut notamment 
s'agir de blastes LAM 1/2 et/ou LAM3 et/ou LAM4 et/ou LAM5. 
L'utilisation selon 1'invention est en effet avantageusement destinee a la 
fabrication d'un medicament anti-leucemie myeloblastique, et anti-LAMl/2 
et/ou anti-LAM3 et/ou anti-LAM4 et/ou anti-LAM5 et/ou anti-LAM6 et/ou 
anti-LAM7 en particulier. 

Comme ci-dessus precise, et comme illustre dans les exemples, l'utilisation 
dudit polymere selon l'invention permet done la fabrication d'un medicament 
qui est destine a stimuler ou induire la differenciation de cellules dont la 
differenciation est bloquee, en particulier des cellules leucemiques, et de 
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maniere remarquabie, des blastes LAM. Ledit medicament ainsi obtenu 
selon I'invention n'en est pas moins capable, en conditions physio logiques, 
de stimuler ou induire la differenciation de cellules souches 
hematopo'ietiques normales (non compietement differenciees), sans inhiber 
lenr proliferation : il peut en effet stimuler ou induire la differenciation de 
cellules souches hematopo'ietiques humaines saines (CD 14" CD 15" CD34 + , 
voire CD34"). Par consequent, I'litilisation selon I'invention permet ainsi 
egalement la fabrication d'un medicament qui peut etre administre a des 
patients diagnostiques leucemiques afin de stimuler ou induire la 
differenciation de leurs cellules souches humaines normales. Elle permet de 
meme la fabrication d'un medicament qui peut etre administre a des patients 
non leucemiques afin de stimuler ou induire la differenciation de leurs 
cellules hematopoietiques normales (non compietement differenciees), ceci 
notamment dans un objectif de traitement d'une aplasie, ou d'tine 
neutropenic. La presente invention a done pour objet, de maniere generale, 
un medicament destine a induire ou stimuler la differenciation de cellules 
souches CD 14" CD 15" ou de cellules leucemiques, et de blastes LAM en 
particulier, caracterise en ce qu'il comprend une quantite efficace d'unites 
disaccharidiques composees chacime d'une molecule a structure de N- 
acetyi-D-giucosamine liee par liaison O-glucosidique P 1,4- a une molecule a 
structure d'acide glucirronique, et vise egalement l'utilisation d'une telle 
quantite efficace pour la fabrication d'un tel medicament. 

La presente invention est illustree par les exemples suivants, donnes a titre 
purement illustratif, et en aucun cas a titre limitatif. La presente invention 
comprend egalement toute variante de mode de realisation que 1'homme du 
metier peut mettre en oeuvre, sans experimentation indue, a partir de 



WO 00/47163 



16 



PCT/FROO/00349 



1'enseignement donne par la presente demande (description, exemples, 

revendications et figures inclus) et des moyens de Fart anterieur. 

Dans la partie "exemples" qui suit, ll est fait reference aux figures suivantes : 

- sur la figure 1A, les plus frequents sous-types de LAM 
(classification FAB : LAM M1/M2 ou LAM1/2 , LAM M3 ou LAM3 ; 
LAM M4 ou LAM4 ; LAM M5 ou LAM5) sont indiques au niveau du stade 
de differenciation myeloide au blocage duquel ils correspondent, 

- la figure IB donne une representation schematique de la molecule de 
surface cellulaire CD44, et de molecules d'acide hyaluronique (AH), qui sont 
capables de se iier a CD44 : acide hyaluronique humain AHh a 2500-5000 
unites disaccharidiques, fragment d'AHh a 6 unites disaccharidiques (AH- 
12) et fragment d'AHh a 3 unites disaccharidiques (AH-6), 

- les figures 2A et 2B illustrent le fait que 1'acide hyaluronique (AH) 
est capable d'induire la differenciation de tous les sous-types des blastes 
LAM: 

- figure 2 A : graphes representant le nombre de cellules CD 14^ 
et CD15 + induites par utilisation d'AH sur des LAM1/2, 3; 4 et 5, en 
fonction de 1'intensite de fluorescence (courbes noires : utilisation d'AH ; 
courbes grises plus a gauche : temoins negatifs), 

- figure 2B : cliches illustrant 1 'induction sur des blastes LAM 
par AH (activation de CD44) de caracteristiques cytologiques specifiques de 
cellules matures, 

- les figures 3A et 3B illustrent le caractere dose-dependant et temps- 
dependant de la differenciation induite par Facide hyaluronique (AH) : 

- figure 3 A : intensite moyenne de fluorescence (MFI CD 14) 
mesuree sur des blastes LAMS en fonction de la dose de (ug/ml) AH- 12 



WO 00/47163 



17 



PCT/FR00/00349 



(graphe de gauche), et en fonction du temps d'incubatioii en presence de 
AH- 12 (graphe de droite), 

- figure 3B : liaison de AH-FITC et inhibition de cette liaison, 
telle qu'illustree par le nombre de cellules en fonction du log de l'intensite de 
fluorescence pour (courbes identifiees de gauche a droite pour chaque 
graphe) : 

- graphe de gauche : des cellules non marquees, et des 
blastes LAM incubes avec AH-FITC seul, 

- graphe central : cellules non marquees, blastes LAM 
incubes avec AH non marque pins avec AH-FITC, blastes LAM incubes par 
AH-FITC seul, 

- graphe de droite : cellules non marquees, blastes LAM 
incubes avec des anticorps monoclonaux (Acm) anti-CD44, puis avec AH- 
FITC, blastes LAM incubes avec AH-FITC seul, 

- les figures 4A, 4B, 4C illustrent des evenements moleculaires 
marquant Finduction par AH (activation de CD44) de la differenciation de 
blastes LAM : 

- figure 4A : degradation de Foncoproteine PML-RARa 
(bandes du haut a 110 kDa) chez des blastes LAM M3, 24 heures apres 
traitement avec AH, et maintien de la proteine sauvage RAHa (bandes du 
bas a environ 50kD), telles que detectees a 1'aide du systeme 
chimioluminescent ECL (piste 1 : temoin negatif, piste 2 : blastes traites au 
AH, piste 3 : temoin positif (blastes traites au AR)), 

- figure 4B : induction par AH de la synthese de transcrits M- 
CSF chez des blastes LAM M5 (deux photos groupees : M-CSF en haut de 
ce groupe, marqueur GAPDH en bas), telle que visualisee par 
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electrophorese de l'ARN total snr gel d'agarose et hybridations specifiques 
(pour chaque gel : piste 1 = temoin negatif, piste 2 : blasres traites an AH), 

- Figure 5 : induction par des fragments d'AH de la 
differenciation de cellules hematopoietiques normales tres immatures 
(cellules souches CD34" CD14" CD15") selon la voie monocytarre et selon la 
voie granulocytaire. 

EXEMPLE 1 : induction, par AH et via notamment CP44. de la 
differenciation de blastes LAM 

Materiels et Methodes 

Patients LAM. Des echantillons de sang peripherique ou de moelle 
osseuse leucemique ont ete preleves au moment du diagnostic, apres 
consentement informe, sur 36 patients atteints de leucemie aigue myeloi'de 
(LAM). Le diagnostic de la maladie et sa classification repondent aux 
cnteres de la classification Francaise-Amencame-Britanmque (FAB). Tous 
les patients ont presente plus de 60% de blastes dans le sang peripherique. 

Separation des blastes LAM. Des cellules LAM fraiches ou congelees ont 
ete enrichies par centrifugation selon le gradient de densite en presence de 
Ficoll, et lavees dans du milieu RPMI 1640 contenant 10% de serum de 
veau foetal (SVF). Les cellules congelees ont ete decongelees a temperature 
ambiante dans du milieu RPMI 1640 contenant 50% de SVF, puis lavees 
deux fois dans du milieu RMPI 1640 additionnees de SVF a 10%. On a 
elimine de tous les echantillons les lymphocytes B et T, ainsi que les 
monocytes dans le cas des echantillons LAM1/2 et LAJV13. Cette elimination 
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a ete effecuiee par immunoadsorption specifique des billes Dynabeads 
(Dynal, Oslo, Norvege) couvertes d'anticorps monoclonaux diriges contre 
les antigenes de siuface specifiques CD2 et CD 19 (lymphocytes) et CD 14 
(monocytes), en suivant les instructions du fabricant. Sont ainsi obtenues des 
suspensions cellulaires contenant plus de 95% de blastes LAM. 

Anticorps monoclonaux (Acm) anti-CD44. 

Differents Acm anti-CD44 ont ete utilises dans les tests d'induction d'une 
differentiation : F 10-44-2 (IgG2a, Serotec, Kidlington Oxford, UK), et 
Hermes- 1 (IgG2a, hybridome disponible aupres de Developmental Studies 
Hybridoma Bank, Iowa), notamment. Ces Acm sont tous deux capables de 
transmettre un signal activateur. Pour les temoins negatifs, ces Acm ont ete 
remplaces par les IgG murines (non anti-CD44) du meme isotype. 
Diflerents anticorps monoclonaux anti-CD44 ont ete utilises pour les tests 
de liaison AH-FITC a CD44: notamment, I'Acm J173 (Coiuter-Inimunotech, 
MarseiUe-Luminy, France). 

L'Acm 6D12 (IgGl, Coulter-Immunotech) a ete utilise dans les tests de 
phosphorylation de proteines sur residus tyrosine. 

Acide Hyaluronique (AH) et temoins. 

De 1'acide hyaluronique issu de cordon ombilical humain (AHh, ref. 
362421) a ete obtenu aupres de ICN Pharmaceuticals (Costa Mesa, CA), 
dissout a 5 mg/ml dans de l'eau distillee et bouilli pendant 10 minutes. 
Piusieurs formes moleculaires de 1'acide hyaluronique (AH) ont ete utilisees : 
acide hyaluronique humain AHh, (forme a haute masse moleculaire (500 a 
2000 kDa), et deux types de fragments oligosaccharidiques AH-6 et AH-12, 
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obtenus apres digestion de AHh par la hyaliironidase (Sigma, St Louis, 
MO), a 37°C pendant 6 heures, et isolement selon les techniques classiques 
sur une coionne de chromatographic sur gei AcA202 (Biosepara, Villeneuve 
La Garenne, France). AHh, AH-6 et AH- 12 sont composes de 2.10 J -10 4 , 6 
et 12 unites saccharidiques respectivement. Toutes les preparations d'acide 
hyaluronique utilisees sont depourvues d'endotoxine. La figure IB donne une 
representation schematique de la molecule d'acide hyaluronique humain 
(AHh, 2500-5000 unites disaccharidiques), fragment d'AHh a 6 unites 
disaccharidiques (AH- 12), fragment d'AHh a 3 unites disaccharidiques (AH- 
6), et une representation schematique de la molecule de surface cellulaire 
CD44, a laquelle AH est capable de se her. Chaque unite disaccharidique 
est composee d'une molecule d'acide D-glucuronique liee a une molecule de 
N-aceryl-D-glucosamine. L'acide hyaluronique se he a la molecule CD44 au 
niveau d'une region situee a l'extremite N-terrninale du domaine 
extracellulaire. 

A titre de temoins negatifs, les blastes LAM ont ete cultives en presence de 
sulfate de chondroitine (Sigma), une glycosaminoglycanne sulfatee avec une 
structure proche de celle de l'acide hyaluronique et qui est susceptible de se 
lier a CD44. De plus, des blastes leucemiques issus de LAMS ont ete traites 
a l'acide tout-fron^retinoique (AR) a titre de temoins positifs de 
differentiation pour ce sous-type de LAM. 

Traitement des blastes LAM avec AH. Des suspensions cellulaires 

contenant plus de 95% de blastes LAM ont ete deposees en triphcata a 
raison de 2.10 5 cellules par ml de RPMI 1640/SVF 10% dans des plaques de 
culture tissulaire (Costar Corp., Cambridge, MA) a 96 pints contenant 
chacun 150 ul de milieu, et placees en incubation pendant 5 jours en 
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presence de 20 ug/mi d'acide hyaluronique (AHh, AH-6 on AH- 12). L'AH a 
ete ajoute aiix concentrations specifiees, et le sulfate de chondroi'tine a ete 
ajoute dans les temoins negatifs. Les plaques ont ete piacees dans un 
incubateur a 37°C sous atmosphere humide pendant 6 jours, et les cellules 
ont ete soumises aux etudes de differenciation comme decrit ci-apres. 

Evaluation de la differenciation myeloide 

La differenciation a ete recherchee en analysant 3 criteres : 1) la capacite a 
effectuer une reaction d'oxydo-reduction en reponse a un ester de phorboi : 
cette reaction d'oxydo-reduction est detectee par la reduction du bleu de 
nitrotetrazolium NBT, 2) 1'expression d'antigenes specifiques de la 
differenciation (CD14 specifique des monocytes, et CD 15 specifique des 
granulocytes), et 3) des changements cytologiques specifiques. Tous ces 
criteres sont specifiques de cellules granulocytaires ou monocytaires 
differenciees normales. 

Test de reduction an bleu de nitrotetrazolium (NBT) : La capacite a 
reduire le NBT a ete mesuree selon les techniques classiques. Brievement, 
2.10 3 cellules ont ete mises en suspension dans 900 ul de milieu RPMI 
1640, et ont ete incubees en presence de 0,2 ug/ml de 12-0- 
tetradecanoylephorbol-13-acetate (TPA, Sigma) et de 0,5 mg/ml de NBT 
(Sigma) pendant 30 minutes a 37°C. La reaction a ete arretee a 4°C, les 
cellules ont ete cytocentrifugees et soumises au colorant de May-Griinwald- 
Giemsa. Le pourcentage de celhdes contenant des depots noirs de reduction 
du NBT a ete deteraiine en duplicata, sous microscope optique, apres 
examen de 300 cellules. 
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Analyse par cytometrie en Jliix de ['expression de CD14 ei CD15 : les 

blastes LAM ont ete mis en suspension a raison de 10 J blastes/ml de milieu 
de RPM 1640 contenant 0,02% d'albumine de serum bovm et 0,02 % de 
NaN 3 a 10 D cellules par ml , ils ont ensuite ete incubes a 4°C pendant 30 
minutes en presence d'Acm conjugues a de 1'isothiocyanate de fluoresceine 
(FITC), et diriges contre CD14 (IgG2b 5 ug/ml, Coulter Immunology, 
Hialeali, FL) ou diriges contre CD 15 (IgM 1 ug/ml, Becton Dickinson, San 
Jose, CA). Les Acm ont ete utilises aux concentrations de saturation. Les 
IgM et IgG2b murins conjugues a FITC proviennent de Coiuter-Imnunotech 
(Coulter-Immunotecb, Inc. Westbrook, Maine), et ont ete utilises dilues au 
1:50. La liaison des Acm diriges contre CD14 et CD15 a ete quantifiee en 
mesurant, par cytometrie de flux, la fluorescence cellulaire relative a celle de 
cellules marquees par des IgG-FITC. La mesure a ete effectuee en utilisant 
un FACSvantage (Becton Dickinson) equipe d'un laser a ions argon 
INNOVA70-4 (Coherent Radiation, Palo Alto, CA) regie stir 488 nm et 
fonctionnant a 500 mW. Le cytometre en flux a ete calibre a 1'aide de billes 
fluorescentes (Becton Dickinson). Chaque mesure a ete realisee sur 3000 
cellules. 

Etude cytologique : Les frottis cellulaires, prepares en triplicata, ont ete 
colores par la coloration de May-Griinwald-Giemsa, et leur cytologie a ete 
examinee sous microscope optique. 

Analyse de la degradation de l'oncoproteme PML-RARa : Les proteines 
cellulaires totales ont ete extraites des blastes traites et temoins, separees sur 
gel de 8% d'acryiamide dans du dodecyi sulfate de sodium (SDS), et 
electrotransferees sur tme membrane de nitrocellulose (Laboratoires 
BioRad). Apres blocage des sites de fixation non specifiques avec du lait 
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ecreme a 5% dans du tampon de phosphate saiin (PBS), les transferts ont ete 
incubes une nuit durant, en presence d'une dilution au 1:2000 d'un.anticorps 
de lapin polyclonal anti-RARa (Blood 88: 2826-2832, 1996 Raeison et al.J. 
Apres trois lavages pendant 20 minutes dans du PBS, la fixation de 1'Ac 
polyclonal anti-RARa a ete revelee par incubation avec un anticorps de 
chevre anti-lapin marque a la peroxydase, puis par chirmoliiminescence 
(systeme de detection ECL, Amersham Life Science, Arlington Heights, JL). 

Analyse de la phosphorylation des proteines sur residus tyrosine 
Induction de phosphorylation de proteine sur residus tyrosine : AH- 12 
(50 ug/ml) a ete ajoute au temps t = 0 a 2.10 3 blastes LAM mis en 
suspension, a temperature ambiante, dans 200 ul de milieu RPMI 1640 
contenant 10% de SVF. A t = 1 min, 5 rnin, 15 min et 30 rnin, 200 ul de 
Permeafix Ortho (Coulter-Immunotech, Inc. Westbrook, Maine) ont ete 
ajoutes pour arreter les phosphorylations et permeabiliser les cellules. Apres 
40 rninutes d'incubation a temperature ambiante, et trois lavages dans du 
PBS, les proteines phosphorylees au niveau des residus tyrosine ont ete 
marquees de maniere specifiqiie avec TAcm 6D12 (utilise a 2 ug/ml) 
conjugue au FITC, et l'intensite du marquage a ete mesuree par cytometrie 
en flux par reference au temoin isotypique (cellules marquees par IgGl 
conjugue au FITC), comme decrit ci-dessus. 

Inhibition des phosphorylations de tyrosine par la genisteine : 2.10^ 
blastes LAM, mis en suspension dans 200 ul de milieu RPMI 1640/SVF a 
10%, ont ete incubes en presence de 50 nM/1 de genisteine (Calbiochem- 
Novabiochem, San Diego, CA) pendant 1 heure a 37°C, puis en presence de 
AH pendant soit une heure (pour les etudes relatives a Texpression des 
transcrits de cytokine), soit cinq jours (pour les etudes relatives a la 



WO 00/47163 



24 



PCT/FR00/00349 



differentiation). Le test d'exciusion du bleu de Trypan a monrre que les 
traitements ne sont pas cytotoxiques, la viabilite des cellules etant superieure 
a 95%. 

Liaison de AH-FITC : Une preparation de AH-FITC a ete realisee avec de 
I'AHh (acide hyaluronique humain) et du FITC selon les techniques 
classiques. Les cellules ont ete lavees trois fois dans du tampon de 
phosphate salin (PBS), incubees avec AH-FITC a 2,5 iig/ml dans du PBS 
a pendant 30 minutes sur de la giace, et lavees dans du PBS contenant du S VF 
: a 2% et de 1'azide de sodium a 0,02 % (Milieu de Marquage, MM). La 
{ liaison de AH-FITC a ete mesuree par cytometric de flux, comme decrit ci- 
: dessus, par reference a des cellules non marquees. Pour s'assurer que le 
marquage observe est speciflque d'AH, les cellules ont ete preincubees a 
+4°C avec AH non fluorescent (100 jig/ml) et l'abrogation de la fixation de 
AH-FITC a ete recherchee. L'imphcation du CD44 dans la fixation de AH- 
FITC a ete demontree en recherchant si des Acm anti-CD44 tels que 
notamment J173 (25 jig/ml) inhibent cette fixation. 

Etude par RT-PCR de l'expression des transcrits de cytokines : 1'AKN 
total a ete extrait de 5.10 3 cellules a l'aide du reactif de Trizol (Life 
Technologies, Cergy Pontoise, France), suivie d'une extraction au 
phenolchloroforme et d'une precipitation a 1'isopropanol. Un microgramme 
d'ARN total chaufTe a 70°C pendant 10 minutes a ete utilise comme matrice 
pour la synthese du premier brin d'ADN complementaire (ADNc), par 
addition de transcriptase inverse et dTiexameres aleatoires (Life 
Technologies). Le transcnt du gene de menage de la glyceraldehyde 
phosphodeshydrogenase (GAPDH) a ete utilise comme marqueur interne de 
la reaction PCR (produit d'ampliflcation 0,24kb). Des quantites equilibrees 
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d'ADNc ont ete utiiisees pour ramplification par PCR des transcrits de 
cytokine, les amorces utiiisees pour la PCR ont ete les suivantes : 

Facteur Stimulant la formation de Colonies de Macrophages 
(Macrophage Colony Stimulating Factor) : 

M-CSF : 5'-CATGACAAGGCCTGCGTCCGA-3 ' (SEQ ID N°l) et 
5'-GCCGCCTCCACCTGTAGAACA-3' (SEQ ID N°2); 

Facteur Stimulant la formation de Colonies Granulocytaires 
(Granulocytic Colony Stimulating factor) : 

G-CSF : 5'-TTGGACACACTGCAGCTGGACGTCGCCGACTTT-3- (SEQ 
ID N°3) et 5'-ATTGCAGAGCCAGGGCTGGGGAGCAGTCATAGT-3' 
(SEQ ID N°4) (Genset, Ivry, France). 

Le protocole PCR a consiste en 30 cycles de 94°C pendant 1 minute, 58°C 
pendant 1 minute et 72°C pendant 1 minute, en utilisant im thermocycleur 
(Perkin Elmercetus, Norwalk, CT). Pour chaque experience, deux temoins 
negatifs ont ete soumis a 1'ensemble des etapes. Les prodmts d' amplification 
par PCR (M-CSF : 395 pb, G-CSF : 470 pb) ont ete separes par 
electroporese sur gel de 1% d'agarose, et visualises par coloration au 
bromure d'ethiditim. Afin de demontrer la specificite de ramplification, les 
produits d'amplification PCR ont ete transferes sur une membrane 
Immobilon-S (Millipore Inc, France) et hybrides a des sondes 
oligonucleotidiques specifiques marquees a rextremite 5' par du " 2 P : 
M-CSF 5'- TC AGC AAGAACTGC AAC AAC AGC-3 ' (SEQ ID N°5) ; 
G-CSF 5'-GTGAGGAAGATCC AGGGCGA-3 ' (SEQ ID N°6) (Genset, 
Ivry, France). 
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Resuitats et Discussions 

INDUCTION PAR AH D'UNE DIFFERENCIATION PES BLASTES 
LEUCEMIQUES DE LAM 

Des blastes leucemiques ont ete isoles du sang on de la moelle osseuse de 
patients presentant differents sous-types de LAM (n = 24, Tableau I), et 
cultives en presence d'acide hyaluronique (AH) pendant 5 jours 
(cf. materieis et methodes). Les resuitats obtenus sont resumes dans le 
tableau I ci-dessous. 

Tableau I : Differenciation de blastes LAM induite par AH 



Sous-type de LAM 


Nombre de cas analyses 


Nombre de cas 
de differenciation 


LAM 1/2 


7 


5 


LAM3 


16 


12 


LAM4 


4 


3 


LAM5 


8 


6 


Nombre total 


35 


26 soit 74% 



Les sous types de LAM sont definis par les criteres de la classification 
Fran9aise-Americaine-Britanniqiie (FAB). La figure 1A indique 
schematiquement, pour les sous-types de LAM les plus frequents (LAM1/2, 
LAM3, LAM4, LAM5), le stade de differenciation myeloi'de au blocage 
duquel chaque sous-type correspond. 
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Les resultats obtenus montrent que FAH stimiiie la differenciation de blastes 
leucemiques dans tous les sous-types de LAM (5/7 des LAM 1/2, 12/16 des 
LAM3, 3/4 des LAM4 et 6/8 des LAMS). De plus, Fetendue de cette 
differenciation mesuree par le test NBT a ete aussi elevee dans des LAM3 et 
LAMS que celle atteinte apres traitement des LAM3 par FAR (acide tout- 
transiQtm.6iqae). 

La figure IB donne une representation schematique de molecules d'acide 
hyaluronique (AH) : acide hyaluronique hiimain AHh a 2500-5000 unites 
disaccharidiques, fragment d'AHh a 6 unites disaccharidiques (AH-12) et 
fragment d'AHh a 3 unites disaccharidiques (AH-6). De maniere notable, 
Facide hyaluronique constitue dans le compartiment hematopoietique un 
ligand de la molecule de surface cellulaire CD44. 

Ces resultats de differenciation des blastes LAM ont notamment ete 
visualises par {cf. materiels et methodes) : 

- Finduction d'une capacite a reduire le nitro-bleu de tetrazolium, 

- une expression accrue d'antigenes specifiques de lignees, a savoir 
CD 15 specifique de la differenciation granulocytaire et CD 14 specifique de 
la differenciation monocytaire, 

- 1'induction de caracteristiques cytologiques specifiques. 
Premierement, la capacite a produire une reaction d'oxydo-reduction a ete 
analysee en utilisant le test de reduction du nitro-bleu de tetrazolium 
(NBT + ) . Le tableau II ci-dessous illustre les pourcentages de blastes NBT 
positifs observes parmi des blastes issus de patients LAM1/2, LAM3, 
LAM4, LAMS, apres traitement au AH ou apres traitement temoin negatif 
comme decrit en materiels et metiiodes (pour les LAM3 : temoin positif 
traite a FAR). 



WO 00/47163 28 PCT/FR00/0O349 



Tableau II : Induction de la capacite a reduire le nitro-bleu de 
tetrazolium 



Type de LAM 


% cellules NBT + (valeurs extremes) 




temoins negatifs 


traitees par AH 


M1/M2 


<5 


7-23 


M3 


<5 


20%-80% 
(AR : 47-90) 


M4 


10%-38% 


43%-90% 


M5 


<5 


32%-70% 



Comme attendu dans les groupes de temoins negatifs, moins de 5% des 
blastes issus de LAM1/2, LAM3 et LAMS sont observes NET". Par 
contraste, apres incubation en presence d'AH (cf. materiels et methodes), la 
proportion de blastes KBT" a augmente de maniere significative pour tous 
les sous-types, ce qui indique qu'ils se differencient. En effet, dans 12 cas de 
LAM3 sirr 16, le % de cellules NBT + est compris entre 20% jusqu'a 80% 
(valeur mediane 42%). De plus, parmi 6 d'entre-eux, le % observe est aussi 
eleve que celui obtenu par traitement a 1'acide tout-transrstmolque (plus de 
50 % de cellules sont NBT + ). De maniere similaire, dans 6 cas de LAMS sur 
8, le % de cellules NBT" est compris entre 32% et 70% (valeur mediane 
52%). Dans 5 cas de LAM1/2 sur 7, le % de cellules NBT + a augmente 
jusqu'a atteindre 20-25% (valeur mediane 22%). Cette valeur est superieure 
de maniere significative a celle observee dans les temoins negatifs, mais plus 
faible que celles observees dans les cas de LAM3 et LAMS, ce qui indique 
que la maturation de ces blastes particulierement immatures (LAM 1/2) a ete, 
aux doses et aux temps ici appliques, plus limitee que dans les cas de LAM3 
et LAMS. Dans le cas de LAM4 qui sont des cas de blastes plus matures, 
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10% a 38% (valeur mediane 18%) des temoins negatifs ont ete observes 
NBT + . Apres traitement, cette proportion augmente pour atteindre 43% a 
90% (valeur mediane 55%, c'est-a-dire 3 fois plus haut que dans les 
temoins). Ces resultats indiquent que les molecules activatrices de CD44 
telles que l'acide hyaluronique, ou ses fragments jusqu'a AH-6, provoquent 
la differenciation des blastes LAM parmi tous les sous-types. 
Deuxiemement, nous avons mesxire par cytometric de flux le niveau 
d 'expression d r antigenes specifiques de iignees sur des blastes LAM. 
L'expression de CD 15 a ete utilisee pour suivre la difTerenciation de blastes 
LANI3 (sous-type promyelocytaire) parce qu'elle est specifique de la lignee 
granulocytaire. 

Tableau HI: 



Augmentation du pourcentage de cellules exprirnant les antigenes de 
differenciation CD 14 (monocytaire) et/ou CD 15 (granulocytaire) 



Type de LAM 


% cellules CD 14" 
valeurs medianes 
(valeurs extremes) 


% cellules CD15" 
valeurs medianes 
(valeurs extremes) 




temoins traitees par AH 


temoins traitees par AH 


M1/M2 


<10% (42-100) 


(0-56) 22-100 


M3 




(69) 28-87 78 (42-90) 


M5 


(<5) (50-91) 
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Le tableau HI ci-dessus illustre les poiirceritages de biastes CD 15 positifs et 
CD14 positifs rnesures par cytometrie en flux, comme decrit en materiels et 
methodes, parmi des biastes traites an AH ou des biastes temoins negatifs 
qui ont ete colores avec des anticorps conjugues a FITC diriges contre 
CD 1 5 (antigene specifique de la voie granulocytaire) ou contre CD 14 
(antigene de la voie monocytaire). Ces pourcentages ont ete determines par 
reference aux temoins isotypiques. 

Des changements dans les MFI (vaieur moyenne d'intensites de 
fluorescence, unites arbitraires) sont illustres par la figure 2A, ou est 
represents le nombre de cellules CD 14" et CD 15" induites par utilisation 
d'AH sur des LAM1/2, 3, 4 et 5, en fonction de l'intensite de fluorescence 
(FITC), de gauche a droite, et de haut en bas : graphe CD 14 LAM1/2, 
graphe CD15 LAM1/2, graphe CD15 LAMS, graphe CD14 LAM4, graphe 
CD 1 5 LAM4, graphe CD 14 LAMS (courbes noires : utilisation d'AH ; 
courbes grises, plus a gauche : temoins negatifs). 

LAM3 : Dans les temoins negatifs, CD 15 etait moderement exprirnee 
(gamme de valeurs d'intensite moyenne de fluorescence (MFI) : 7 a 223) 
parmi 28 a 87% des biastes LAM3 (vaieur moyenne 69%, exception faite de 
2 echantillons qui se sont reveles CD 15 negatifs). Apres traitement au AH 
(activation de CD44), le % de cellules CD15 + a augmente parmi 12 des 16 
echantillons jusqu'a atteindre des valeurs de 42 a 90% (vaieur mediane 
78%), et de maniere aussi elevee qu'avec l'acide tout-fraftsretinoique 
administre a 8 cas. De plus, les valeurs de MFI ont augmente d'environ 3 
fois (cf. Figure 2 A), et sont aussi elevees, ou plus elevees, qu'avec l'acide 
tout- /ra/metinoique. 

LAMS : Pour six echantillons LAMS, CD 14 n'a pas ete detectable dans les 
temoins negatifs : dans cinq de ces echantillons, jusqu'a 50%-91% de 
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cellules leucemiques se sont revelees CD 14 r apres traitement au AH 
(activation de CD44), cf. tableau EL De plus, deux autres echantillons 
LAMS ont presente des quantites significatives de CD 14 dans les temoins 
negatifs : dans un de ees deux echantillons, ie niveau de CD 14 etait 
augmente de maniere significative apres traitement au AH (activation de 
CD44), avec une valeur de MFI atteignant 340 compares a 102 dans les 
temoins negatifs (cf. figure 2A, graphe en bas a droite). 
Ces resultats indiquent que les blastes LAMS et LAMS murissent vers les 
lignees granulocytaire et monocytaire respectivement. Pour 8 des 12 cas de 
LAM3 (66%), la maturation a ete aussi marquee qu'apres traitement avec 
1'acide tout-frarcsretinoique. 

LAM 1/2 : L'expression de CD 14 tout comme celle de CD 15 ont ete 
mesurees sur les LAM1/2 puisque ces sous-types de cellules leucemiques 
myeloblastiques tres irnmatures pourraient avoir conserve la capacite a se 
differencier vers les deux lignees granulocytaire et monocytaire, tout comme 
des cellules progenitrices myeloi'des immaaires normales. L'expression de 
CD 14 et CD 15 (a la fois) a augmente pour 6 des 8 cas de LAM1/2 apres 
traitement au AH (activation de CD44). Pour CD 14 tout comme pour CD15, 
la proportion de cellules exprimant ces antigenes de differenciation a 
augmente : proportion de cellules positives CD14 + : moins de 10% dans les 
temoins, 42% a 100% dans les groupes traites ; proportion de cellules 
positives CD15 + : 0% a 56% dans les temoins, 22% a 100% dans les 
groupes traites (cf. tableau HI)). L'intensite d'expression de ces antigenes 
(mean fluorescence intensity) apparait egalement augmentee au regard des 
valeurs de MFI qui ont ete multipliees d'un facteur de 2 environ (cf. figure 
2A). 
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LAM4 : Finaiement, les Wastes LAM4 qui presentent spontanement des 
caracteristiques du phenotype granulo-monocytaire, se differencient 
egalement le long des lignees monocytaire et granulocytaire, comme le 
montre l'augmentatioa du % de cellules exprimant les antigenes de 
differenciateur CD 14 et de CD 15 (% de cellules positives multiplie d'un 
facteur de 2, cf. tableau in ) et raugmentation des valeurs de MFI qui sont 
multipliees d'un facteur de 3 (cf. figure 2A). 

Ainsi, tout comme le montre le test de reduction du NBT, la mesure de 
l'expression de CD 14 et/ou CD 15 indique que l'engagement de CD44 avec 
des molecules acuvatrices telles que Facide hyaluronique induit la 
differenciation de tous les sous-types de blastes LAM. 

Troisiemement, l'induction de caracteristiques cvtologiques 
specifiques de cellules matures a ete etudiee. Ces resultats sont illustres 
par la figure 2B qui presente six colorations de May-Grtinwald-Giemsa, de 
gauche a droite photos du haut : temoins negatifs sur LAMS, blastes LAMS 
traites 5 jours au AH, blastes LAMS traites au AR (temoms positifs); photos 
du bas temoins negatifs sur LAM5, blastes LAM5 traites au AH, blastes 
LAM1 traites au AH (cellules NBT + ). 

Dans le cas de LAMS (figure 2B, ligne du haut), les temoins negatifs 
(blastes non traites a rextremite gauche) presentent un phenotype 
promyelocytaire immature caracterise par un rapport nucieo-cytoplasmique 
eleve, des nucleoles nombreuses et d'abondantes granulations 
cytoplasmiques azurophiles ; des corps dAuer qui sont typiques des LAM 
MS sont observes (fleche). Apres traitement par AH (Figure 2B, photos 
centrale et de droite, ligne du haut), les LAMS presentent im noyau 
segmente, un faible rapport nucleo-cytopiasmique, de rares nucleoles, 



WO 00/47163 



PCT/FROO/00349 



quelques granulations azurophiles, qui sont typiques des cellules 
granulocytaires differenciees (cellules de bandes et metamyelocytes). Ces 
caracteristiques sont semblables a celles des blastes traites a 1'acide tout- 
transTQtmoiquQ (photo de droite, ligne du haut), qui constituent Ie temoin 
positif de la differenciation LAM3. Des structures cytoplasmiques 
ressemblant a des structures endommagees de corps d'Auer peuvent etre 
observees (flecfae). 

Dans le cas des blastes LAM5 (figure 2B, ligne du bas), ies temoins negatifs 
(photo a gauche) presentent un rapport nucleo-cytoplasmique eleve, une 
chromatine finement reticulee avec de nombreuses nucleoles et une forme 
reguliere, caracteristique des cellules monoblastiques irnmatures. Apres 
traitement par AH (activation par CD44) (figure 2B, ligne du bas, photo 
centrale), les blastes LAM5 montrent une diminution du rapport 
noyau/cytoplasme, une diminution du nombre de nucleoles, une 
condensation de la cliromatine, et des contours cytoplasmiques irreguliers, 
toutes ces caracteristiques etant typiques des monocytes matures. 
Dans le cas des LAM1 (figure 2B, ligne du bas, photo a droite),- les cellules 
NBT + apres traitement au AH, sont facilement reconnaissables par la 
coloration cytopiasmique sombre due a la reduction du NBT (x 100). 
L'examen cytologique montre done que les blastes LAM3 et LAMS se 
differencient jusqu'aux stades terminaux de la granulopoiese et de la 
moEopoiese, respectivement, apres traitement au AH (activation de CD44). 
En effet, apres traitement au AH, les blastes LAM3 presentent un noyau 
segmente, quelques nucleoles et un nombre restraint de granulations 
azurophiles. Ces caracteristiques cytologiques, qui sont similaires a celles 
observees apres traitement avec 1'acide tont-iransretmoique sont 
caracteristiques de cellules granulocytaires differenciees (metamyelocytes et 
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polymorphes segmented). Par aiileiirs, Ies LAM5 presenters, apres 
traitement au AH, Line diminution du rapport noyau/cytoplasme, une 
diminution du nombre de nucleoies, une condensation de la chromatine, et 
presentent des contours- cytoplasmiques irreguiiers, tous ces traits etant 
5 typiques de monocytes matures. Ces caractenstiques cytologiques 
corroborent les precedentes observations faites pour ies LAM3 et les LAMS 
seion les criteres fonctionnels et antigeniques de differenciation. Aucun 
changement cytologique n'a ete observe dans les LAM1/2 apres traitement au 
AH, tel que realise, puisque les blastes de LAM1/2 sont tres irnmatures : 
leurs differenciations terrninales requierent plus de 6 jours d'incubation et/ou 
Taction d'autres molecules differenciatrices telles que des cytokines pour 
achever leur differentiation jusqu'au stade terminal in vitro 

MODES D'ACTIQN D'AH 

ii 

Nous montrons egalement que l'intensite de ia diff erenciation est 
directement liee a la dose de molecules actrvatrices utilisees , et au 
temps d'incubation mis en oeuvre . La figure 3A illustre les resuitats 
obtenus en incubant, comme decrit en metliodes, des blastes LAM5 en 
20 presence des concentrations indiquees de AH-12 (Figure 3A, graphe de 
gauche), ou en presence de 15 jig/ml de AH-12 pendant 3, 5 et 6 jours 
(Figure 3 A, graphe de droite). Les donnees represented la moyenne des 
intensites de fluorescence (MFI + ecart-type) d'echantillons realises en 
triplicata et preleves sur un element representatif de trois experiences. 
25 L'intensite de difTerenciation induite par AH est done liee a la dose de 
molecules activatrices utilisees : jusqu'a 15 de AH, dans le cas LAM5, 
comme cela est montre en figure 3A. 
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De plus, la capacite de ligands du CD44, et d'anticorps monocionaux anti- 
CD44 en particulier, a inhiber fortement la liaison de AHh aux blastes LAM 
confirme que cette liaison de AHh est a tout le moins realisee par 
1'intermediaire de CD44. Ceci est illustre par la figure 3B ou sont 
representee, en fonction du log de fintensite de fluorescence, et en 
identifiant pour chaque graphe les courbes de gauche a droite, le nombre de 
cellules temoins negatifs et de cellules traitees au AH-FITC seul (graphe de 
gauche), le nombre de cellules temoins negatifs, de cellules traitees an AH 
non marque puis traite au AH-FITC et de cellules traitees an AH-FITC seul 
(graphe central), ainsi que le nombre de cellules temoins negatifs, de cellules 
traitees aux Acm anti-CD44 puis au AH-FITC, et de cellules traitees au AH- 
FITC seul (graphe de droite). 

La capacite differenciatrice de differents anticorps monocionaux (Acm) 
anti-CD44 a ete testee in vitro sur des cellules prelevees sur des patients 
LAM comme il a ete procede pour AH. Tous les Acm anti-CD44 activateurs 
testes ne sont pas reveles capables d'induire Line differenciation des blastes 
LAM dans ces conditions : parmi ceux-ci peut etre cite TAcm mlirin, Hermes 
1 , qui s'est revele inefficace utilise seul. D'antres Acm anti-CD44 activateurs 
se sont par contre reveles efHcaces de maniere equivalente a l'acide 
hyaluronique : l'Acm murin Fl 0-44-2, par exemple. II peut de plus etre note 
qu'a partir des Acm anti-CD44 a activite difTerenciatrice, il peut etre realise, 
a Taide des techniques classiques, des produits dont 1'activite est comparable 
a celle de AH, ou de fragments de AH (AH6-AH20). Lorsque ces produits 
sont des Acm d'origine non humaine, il peut par exemple s'averer 
avantageux de les humaniser (greffe de fragments CDR, Fab ou (Fab') 2 sur 
un anticorps matrice humain, par exemple) afin de prevenir des reactions 
antigeniques. 
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Concemant ies mecanismes par lesquels AH exerce son action 
differenciatrice, il a ete note que, de maniere remarquable, les Acm anti- 
CD44 a activite differenciatrice reagissent de maniere croisee avec AH sur 
5 CD44, contrairement aux Acm anti-CD44 a activite non differenciatrice. Ces 
differents resultats mettent en evidence {'existence sur CD44 d'au moms un 
epitope specifiquement implique dans la differenciation myeloide. Cet 
epitope lie a la differenciation est localise a i'interieur du domaine de liaison 
O de AH a CD44. II peut etre identifie par Hiomme du metier a 1'aide de tests 
ii ELISA, apres digestion enzymatique de CD44 en fragments peptidiques. 
H Nous presentons ci-dessous, delimitees par deux fleches, la sequence 
m oligonucleotidique (SEQ ID N°7, sequence entre deux crochets, lignes du 
T haut) dudit domaine de liaison de AH sur CD44, ainsi que sa sequence 
|l peptidique (SEQ ID N°8, sequence entre deux crochets, lignes du bas). 

O CAAGTTTTGGTGGCACGCAGCCTGGGG [ ACTCTGCCTCGTGCCGCTGAGCCTGGCGCAGATCGATTTGAATATAAC 

KFWWHAAWG [LC LVPL5 LAQ-I DLNIT 

— CHO- 

CTGCCGCTTTGCAGGTGTATTCCACGTGGAGAAAAATGGTCGCTACAGCATCTCTCGGACGGAGGCCGCTGACCTCTG 
20 CRFAGVFHVEKN GRYS I S RT EAAD LC 

CAAGGCTTTCAATAGCACCTT GCCCACAATGGCCCAGATGGAGAAAGCTCTGAGCATCGGATTTGAGACCTGCAG 
KAFNSTL PTMAQMEKALS I GFETCR 
— CHO — 

25 

gtatgggttcatagaagggcatgtggtgattccccggatccaccccaactccatctgtgcagcaaacaa] CAC 
ygfieghvviprihpnsicaann] t 

— CHO — 

aggggtgtacatcctcacatacaacacctcccagtatgacacatattgcttcaatgcttc 
30 gvyiltyntsqydtycfnas 

— CHO — — CHO- 
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II a egalement pu etre constate que certains Acm anti-CD44 differenciateurs, 
lorsqu'ils sont utilises en presence d'AHli ou de fragments d'AHli, sont 
capables de stimuler la liaison d'AHh (ou d'un fragment d'AHli) a sa cible, 
alors que d'autres au contraire s'y opposent et inhibent ainsi I'effet 
differenciateur (c'est le cas notamment de l'Acm J 173). 
II a egalement pu etre constate que des Acm anti-CD44 non differenciateurs 
sont capables d'inhiber la liaison de AH a CD44. C'est ie cas par exemple de 
Hermes 1. Ce resultat suggere que la reconnaissance par AH d'un epitope 
speciflque stir CD44 pourrait ne pas suffir a induire la differenciation 
observee. 

Dans line minorite de cas de LAM (9/36), la differenciation n'a d'ailleurs pas 
ete inductible par des ligands de CD44 tels que AH. Dans ces cas, 1'analyse 
par cytometric en flux a mis en evidence que les anticorps monoclonaux 
bloquant de maniere croisee avec AH ne se lient pas a CD44. Cependant, 
CD44 etait e v .prime sur ces bkstes puisque cette molecule a ete marquee par 
des antico/.ps anti-CD44 corjugues a FITC. Ces resultats suggerent que 
I'accessibilite de l'epirope(s) implique dans la differenciation pourrait etre 
empechee par une conformation particuliere de la proteine CD44, ou par des 
motifs de glycosylation particuliers sur la molecule CD44, comme cela a pu 
etre observe dans plusieurs cas de LAM. 

Au-deia d'une ou plusieurs sequences de CD44 impliquees dans la 
differenciation, interviennent done egalement, pour que la differenciation se 
deroule normalement, des contraintes de conformation de cette molecule. 
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EVENEMENTS MQLECULAIRES 

Pour aller plus avant dans les evenements moleculaires lies a la 
differenciation induite par CD44, la degradation de 1'oncoproteine PML- 
RARa chez les blastes LAM3 sous Faction de AH a ete recherchee, comme 
cela a pu etre reporte avec i'acide tout-frattsretinoique. Dans ce but, des 
extraits proteiques de blastes de LAM3 (traites au AH, traites par AR ou 
blastes de temoins negatifs) ont ete soumis a electrophorese, transferee et 
conffontes avec un anticorps monoclonal specifique anti-RARa comme 
decrit en materiels et methodes. Les resultats sont illusrres par la figure 4 A 
sur laquelle la bande a HOkD correspondant a PML-RAR.cc (blastes 
temoins negatifs) apparait fortement diminuee 24 heures apres l'activation de 
CD44 par AH (piste 2), c'est-a-dire aussi efficacement qu'avec AR (acide 
tout-rran^retinoi'que, piste 3), tandis que la proteine RARa de type sauvage 
(bande a environ 50kD) ne change pas. 

II a egalement ete montre que la differenciation induite par CD44 implique 

1) des phosphorylations de tyrosine, et 

2) dans plusieurs cas, mais non dans tous, l'induction de Fexpression de 
messagers de cytokine, c'est-a-dire des evenements cles de la differenciation 
granulomonocytaire normale. 

Premierement, les inventeurs ont montre que la phosphorylation de p roteines 
au niveau des tyrosines est craciale dans la differenciation de LAM3 et 
LAMS induite par CD44 (traitement au AH), puisque la genisteine, un 
inhibiteitr specifique des tyrosines kinases inhibe cette differenciation. Pour 
corroborer ce resultat, les inventeurs ont mis en evidence en utilisant un 
anticorps (6D12) conjugue a FITC, et la cytometne en flux comme decrit en 
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methodes, que les phosphorylations de tyrosines intracellulaires sont deja 
induites apres line minute de traitement. Ceci est illustre par la figure 4C ou 
est representee 1'intensite moyenne de fluorescence de tyrosines 
phosphorytees en fonction du temps, pour des blastes traites au AH (courbe 
du haut : 1 cas representatif de LAMS), par comparison a des blastes 
temoins negatifs (courbe du bas). 

Deuxiemement, les cytokines suivantes sont connues pour etre des acteurs 
specifiques de 1'induction d'une differenciation granulo-monocytaire 
normale GM-CSF (Facteur Stimulant la formation de Colonies 
Granulomonocytaire), G-CSF, et M-CSF. En utilisant la reaction par 
polymerase en chaine semi-quantitative a I'aide de la transcriptase inverse 
(RT-PCR), 1 heure apres ractivation de CD44 (traitement au AH), les 
transcrits M-CSF sont detectes chez les LAM M1/M2 (1 cas parrni 3), et un 
transcrit de M-CSF est detecte chez les LAM M5 (1 cas parrni 3). Ceci est 
illustre par la figure 4B qui represente des gels d'agarose obtenus apres 
coloration au bromure d'ethidium des blastes LAM5 (photos de gauche : gel 
du haut M-CSF, gel du bas : marqueur GAPDH ; piste 1: temoins, piste 2 : 
traite au AH. 

Ces inductions de differenciation ont done implique des phosphorylations de 
tyrosines, puisqu'elles sont abrogees par le traitement avec la genisteine. II 
est important de noter que dans de nombreux cas de LAM, les transcrits de 
GM-CSF, G-CSF et M-CSF ont ete soit non detectes, soit exprimes de 
maniere constitutive. Ceci suggere que ces cytokines ne sont pas impliquees 
de maniere necessaire dans la differenciation induite par CD44 (traitement 
au AH). 
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En conclusion, les inventeurs ont montre que la differenciation de blastes 
LAM peut etre induite et/ou stimulee par AH on ses fragments (a partir de 
AH-6), notamment via le CD44, pour tous les sous-types de LAM. Dans les 
LAM3, la differenciation induite par AH est comparable a celle obtenue 
5 avec l'acide retuioi'que. Les resultats presentes permettent notamment le 
developpement de nouvelles therapies pour la differenciation de LAM, 
notamment pour 1'ensemble des sous-types Ml a M5, utilisant des molecules 
a structure d'acide hyaluromque, et/ou le ciblage de la molecule CD44 par 
d'autres molecules agonistes. 

i° 

i EXEMPLE 2 : Realisation d'un medicament destine a stimul er ou uiduire la 
I differenciation de cellules hematopoietiques humaines. 

f L'acide hyaluronique (AH) utilise dans i'exemple 1 ci-dessus a ete purifie a 
15 partir de cordon ombiiical humain (ICN Pharmaceuticals, Sigma). Pour la 
^ realisation industrielle de medicaments, 1'AH peut egalement etre purifie a 
partir de tissus non liiimains : crete de coq (produit par la societe Pharmacia 
sous la denomination commerciale Healon) ou streptocoque, par exemple. 
Ces molecules d'AH presentent une masse moleculaire elevee. Or, ce sont 
20 les molecules AH de petite taille, qui peuvent etre notamment obtenues par 
la digestion enzymatique de la forme de haut poids moleculaire, qui 
presentent les meilleures capacites differenciatrices selon rinvention. Une 
utilisation selon rinvention comprend avantageusement 1'utilisation de 
molecules "fragments d'AH" composees de 3 a 10 disaccharidiques (AH-6 a 
is AH-20, cf. Figure IB). L'utiHsation de ces petites molecules presente aussi 
un avantage pour la production pharmaceutique, car elles sont moins 



WO 00/47163 



4i 



PCT/FR00/00349 



susceptibles d'etre captees par le foie que les molecules AH de haut poids 
moieculaire. 

Toute forme galenique pent etre envisagee pour le medicament selon 
l'invention. Comme PAH est tres hydrosoluble, une preparation sous forme 
dissoute dans une solution saline equilibree peut etre aisement realisee. 
Comme les tissus hematopoietiques (moelle osseuse, rate, ganglions) 
presentent une forte affinite pour AH, radministration d'une telle solution 
peut etre efficacement realisee par injection par voie intraveineuse. Des 
doses d'adrriinistration de 1'ordre de 1 a 10 mg d'AH/kg, avantageusement de 
l'ordre de 2 a 5 mg d'AH/kg, et notamment de 1'ordre de 3mg d'AH/kg 
apparaissent avantageuses. 

Si necessaire, et notamment au vu des resultats du suivi de revolution de la 
maladie chez le patient, les doses peuvent etre augmentees (en dose unitaire) 
et/ou repetees (dans le temps) : 1'AH presente en effet l'avantage notable de 
ne pas etre toxique, et de permettre ainsi une posologie d'administration 
parfaitement adaptee au patient considere. 

Enfin, il peut etre benefique de diminuer la fixation importante de 1'AH au 
niveau des sinus hepatiques. Dans cet organe, AH est fixe par la molecule de 
surface ICAM1, et non par le CD44. Le blocage preventif de cette fixation 
peut etre eventuellement prevu en injectant de la chondro'ftine sulfate qui 
saturerait les sites recepteurs ICAM-1. 

La capacite du CD44 a fixer AH est variable, parfois faible a i'etat 
constitutif, mais considerablement activable par certains anticorps 
monoclonaux (AcM) anti-CD44 de type activateur (cf. exemple 1). C'est 
pourquoi de tels AcMs peuvent, de maniere particuiierement avantageuse, 
etre incorpores au medicament selon i'invention a titre d'adjuvant(s) de la 
differenciation induite par AH. On pent done prevoir de les injecter en meme 
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temps que AH. Sur la base des doses d'anticorps monoclonaux utilisees 
actuellement dans la therapie cytotoxique des LAM, des doses de 1'ordre de 
5 a 10mg/m 2 d'AcM anti-CD44 activateiirs apparaissent indiquees. 

EXEMPLE 3 : Action differenciatrice de 1'acide rhvaluronique sur ies 
progeniteurs hematopoietiques CD34" de la moelle osseuse hiimaine 
normale . 

Materiel et Methodes 

Les cellules progenitrices hematopoietiques CD34" sont isolees de la moelle 
osseuse humaine normale par immunoadsorption sur billes magnetiques 
recouvertes d'anticorps anti-CD34. Ces cellules sont ensemencees a raison 
de 500 cellules/200u.L dans du milieu de culture sans serum (Stemcell 
medium) additionne des cytokines EL-1 (lOOU/mL), 3L-3 (2ng/mL) et SCF 
(lOng/mL) et de 50us/mL d'AH (molecules composees de 10 a 50 
saccharides). L'AH n'est pas ajoute aux groupes controles. Abres 7 jours 
d'incubation a 37°C. l'expression des antigenes de difTerenciation CD 15 
(granulocytaire) et CD 14 (monocytaire) est analysee par cytometrie en flux. 
La meme experience est realisee avec des cellules hematopoietiques CD34 + 
isolees du sang du cordon ombilical. 

Resultats 

On mesure par intensite de fluorescence le nombre de cellules CD 15 + et 
CD14 + dans les differents traitements. Les resultats obtenus pour les cellules 
hematopoietiques CD34" isolees de moelle oseuse sont illustres sur la figure 
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5. Les resultats obtenus pour ies cellules hematopoietiques isolees du sang 
du cordon ombilical sont comparables. Dans les deux cas, on observe une 
proportion significativement superieure de cellules CD 15" et CD14 + dans les 
lots traites par les fragments d'AH. 

Conclusion 

Les fragments d'AH stimuient la differenciation des cellules progenitrices 
hematopoietiques CD34' r isolees de la moelle osseuse humaine, c'est-a-dire 
des cellules souches tres immatures (CD 15", CD14"), et cela non seulement 
selon la voie monocytaire, mais egalement selon la voie granulocytaire. 

EXEMPLE 4 : Fragments d'AH presentant plus de 10 unites 
disaccharidiques 

En procedant de maniere comparable a 1'exemple 1, il peut etre observe que 
nous avons montre que des fragments d'AH composes de 20 a 100 unites 
saccharides et utilises a raison de 50ug/mL induisent la differenciation 
terminale des blastes LAM1 et LAM2. Cette dirTerenciation est demontree : 

- par 1'augmentation de 1'expression des antigenes de dirTerenciation CD 14 et 
CD15 : 

LAM1: 13% de cellules CD14 + dans le groupe traite compare a moins de 
5% dans le groupe controle; 72% de cellules CD15 + (intensite de 
fluorescence relative de 56) dans le groupe traite compare a 55% de cellules 
CD 15 + (intensite de fluorescence relative de 21) dans le groupe controle. 
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LAM2 : 35% de cellules CD14 + dans le groupe traite compare a moins de 
5% dans le groupe controle. 

- par Finduction de cellules NB1T : 50% dans le groupe traite (LAM1) 
compare a moins de 5% dans le groupe controle. 

- par rinduction de caracteristiques cvtologiques specificiues de monocytes 
matures. 
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REVINDICATIONS 

1. Utilisation d'lin polymere comprenant line quantite efficace d'unites 
disaccharidiques composees chacune d'une molecule a structure de N- 
acetyl-D-glucosamine liee par liaison 0-glucosidique {31,4 a ime molecule a 
structure d'acide ghicuronique pour la fabrication d'un medicament destine a 
induire ou stimuler la differenciation de cellules choisies parmi le groupe 
consritue par des cellules leucemiques et des cellules souches CD 14" CD 15". 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que ladite quantite 
efficace correspond a un nombre d'uriites disaccharidiques superieur ou egal 
a 3. 

3. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que ladite quantite efficace correspond a un nombre 
compris entre 3 et 10 environ. 

4. Utilisation selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que ladite quantite efficace correspond a un nombre 
compris entre 10 et 100 environ. 

5. Utilisation selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que ledit polymere est choisi parmi le groupe constitue 
par l'acide hyaluronique et les fragments de cet acide. 

6. Utilisation selon 1'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que ledit polymere est utilise pour la fabrication dudit 
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medicament a une dose unitaire comprise entre 1 et 10 mg/kg environ, 
avantageusement entre 2 et 5 mg/kg environ, notamment de l'ordre de 
3 mg/kg environ. 

7. Utilisation selon Tune quelconque des revenclications precedentes, 
caracterisee en ce que ledit poiymere est utilise sous forme de solution, 
preferablement de solution injectable par voie intraveineuse. 

8. Utilisation selon l'une quelconque des revendi cations precedentes, 
caracterisee en ce qu'elle comprend, en outre, rutilisation d'un compose 
adjuvant capable de stimuler la liaison dudit poiymere a sa cible cellulaire, 
tel qu'un anticorps monoclonal anti-CD44, ou un fragment d'un tel anticorps. 

9. Utilisation selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce qu'elle comprend, en outre, rutilisation d'un compose 
capable de prevenir la liaison dudit poiymere a une cible cellulaire 
inappropriee, et en particulier, un anticorps monoclonal anti-ICAMl ou im 
fragment d'un tel anticorps. 

10. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que lesdites cellules leucemiques sont des cellules de 
leucemie aigue myeloblastique LAM1/2 et/ou LAM3 et/ou LAM4 et/ou 
LAMS et/ou LAM6 et/ou LAM7. 

1 1 . Medicament destine a induire ou stimuler ia differenciation de cellules 
souches CD14" CD15" et/ou de cellules leucemiques, et de blastes LAM en 
particulier, caracterise en ce qu'il comprend une quantite efficace d'unites 
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disaccharidiques composees chacime dune molecule a structure de N-acetyl- 
D-glucosamine liee par liaison O-glucosidique {31,4 a Line molecule a 
structure d'acide glucuronique. 



